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Abstract of DE41 29901 

In an affinity carrier based on polyamides onto which polymers have been 
grafted, the grafted polymers are (a) 70-98% from vinyl monomers with 
functional side-gps. capable of coupling of formula CH2=CR1-COX and 
(b) 30-2% of co-monomers with non-coupling gps. R1 is H or Me, X is 
OH- 0(CH2)2-6-OH, -NHOH, gp. (i). Pref. comonomers are N- 
vinylpyrrolidone, (meth)acrylamide, maleic anhydride and/or ally! urea, 
esp. 0.05-5% of vinyl monomer with at least 2 reactive vinyl functions or 
may be acrolein. The graft copolymer may contain an amino gp. formed 
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by reaction of a graft copolymer contg. an oxirane gp. with a diamine. 
USE/ADVANTAGE - The affinity carrier is used in fractionation of 
biopolymers (claimed) by affinity and immuno-affinity chromatography 
and in immobilisation of bio-molecules. Ligands in the form of peptides, 
proteins, enzymes, antibodies, blood factors, nucleotides, nucleic acids, 
glycoproteins and oligosaccharides can be covalently bonded onto the 
matrix. The carrier is mechanically stable. . 
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@ Gepfropftes Polyamid fur die Affinitats- Chromatographic und Immobilisierung von Bioliganden - Verfahren 
zu ihrer Herstellung und Verwendung 

(57) Die Erfindung betrifft polymere Trager auf der Basis von 
Polyamiden, auf die mit Hilfe der strahleninduiierten Pfrop- 
fung simultan Monomere und Comonomere aus einer Ld- 
sungsmittelmischung so aufgepfropft werden, daB Bioligan- 
den kovalent gebunden werden konnen, sowie die Verwen- 
dung dieser Medien in der Affinitats-Chromatographie. 



CM 



1U 

Q 



BUNDESDRUCKEREI 01.93 208 070/307 



8/61 



DE 41 29 

1 

Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung sind Polymere aus Polya- 
mid, auf die Polymere mil Oxiran-, Hydroxy!-, Isocya- 
nat-, Carboxyl- oder Aldehydgruppen aufgepfropft und 
zur kovalenten Bindung von Affmitats- Liganden oder 
Biomolekiilen befahigt sind. Ferner betrifft die vorlie- 
gende Erfindung Verfahren zur Herstellung von Tra- 
gern fur die Affinitats-Chromatographie sowie fiir die 
Biomolekul-Immobilisierung auf der Basis von Polyami- 
den durch Aufpfropfen von hydroxyl-, carboxyk isocya- 
nat-, oxiran- oder aldehydgruppenhaltigen Vinylmono- 
meren unter Verwendung von Gamma-Strahlen oder 
ionisierenden Strahlen entweder direkt oder mittels der 
Vorbestrahlungstechnik. Gegenstand der Erfindung ist 
ferner die Verwendung der gekoppelten Trager zur 
Trennung von Biomolekulen. Durch die Einfuhrung obi- 
ger Monomere in das Basispolymer wird dieses so funk- 
tionalisiert, daB es moglich wird, Liganden in Form von 
Peptiden, Proteinen, Enzymen, Antikorpern, Nukleoti- 
den, Oligosacchariden an die strahlenmodifizierte Ma- 
trix kovalent zu binden und dadurch die Trager zur 
affinitatschromatographischen Auftrennung von biolo- 
gisch-biochemischen Losungen zu benutzen. 

Die heutezutage gebrauchlichen Trager fur die Affi- 
nitSts-Chromatographie bestehen vorwiegend aus mo- 
difizierten Dextranen, Agarose, Polyacrylamid/Agaro- 
se, Komposit-TrSgem oder anorganischen Tragern auf 
der Basis von Silikaten. Die Ligandenbindungskapazitat 
und damit die Leistungsfahigkeit dieser organischen 
Medien wird in erster Linie durch den Verne tzungsgrad 
(crosslinking) bestimmt, durch den die Matrix eine be- 
stimmte Quellfahigkeit und damit Porositat erhalt. Die 
Fahigkeit des Gels mehr oder weniger zu quellen stellt 
demnach ein direktes MaB fur die Beladungsdichte der 
Liganden dar. Dieser Sachverhalt bedingt jedoch einen 
entscheidenden Nachteil insofern, als die Porositat di- 
rekt mit der mechanischen Stability der Gele zusam- 
menhangt. Je poroser ein Trager ist, desto mechanisch 
instabiler wird er. Dies bedeutet, daB bei hohen FluBra- 
ten, die man heute in der Chromatographic anstrebt, das 
Gel komprimiert wird und durch den entstehenden Ge- 
gendruck die Auftrennscharfe praktisch verlorengeht 
Urn diesen offensichtlichen Nachteil der "soft" Gele zu 
umgehen, geht der Trend in den letzten Jahren dahin, 
die Gele hoher zu vernetzten und gleichzeitig, urn die 
damit einhergehende Kapazitatsverringerung zu kom- 
pensieren, die TeilchengroBen (BeadgrdBen) zu verklei- 
nern. Die heute gebrauchlichsten BeadgrdBen fiir die 
"Fast-Flow" Chromatographic liegen im Bereich von 10 
bis 50 um Anorganische Trager auf der Basis von Sili- 
katen oder porosen Glasern stellen demgegenuber au- 
Berst rigide Materialien dar und kdnnen dementspre- 
chend mit hohen FluBraten gefahren werden. Dieser 
Vorteil relativiert sich jedoch insofern, als aufgrund der 
geringen Bindungskapazitaten Trager mit sehr geringer 
TeilchengroBe — teilweise unter 5 ujn — verwendet 
werden und bei solchen TeilchengroBen bereits enorme 
Pumpleistungen erforderlich sind, um einen akzeptablen 
FluB zu erreichen, Ein weiterer Grund, weshalb Silikate 
kaum Eingang in den Bereich der Proteinauftrennung 
gefunden haben, liegt in der chemischen Struktur dieser 
Trager begrQndet. Infolge der vorhandenen Silanol- 
gruppen neigen die Silikate sehr stark zur unspezifi- 
schen Protein-Adsorption, ein Nachteil, den man haufig 
durch Beschichten (coaten) mit hydrophilen Polymeren 
zu umgehen versucht hat. 

Synthetische organische Copolymere auf der Basis 
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von Acrylaten sind in DE 22 37 316 beschrieben. Die 
mechanische Stabilitat dieser Medien tiegt zwischen der 
der Soft-Gele und der anorganischer Trager. EinschrSln- 
kungen hinsichtlich der Gebrauchsfahigkeit dieses Tra- 
5 gers mQssen auch hier wegen der Neigung zur unspezi- 
fischen Adsorption aufgrund partiell hydrophober Ei- 
genschaften gemacht werden. 

Eine interessante Alternative zu den herkdmmlichen 
Tragern stellen Medien dar, die durch Pfropfung von 
io Vinyl monomeren auf polymere Substrate gewonnen 
werden. Die Modifikationsbreite dieser Technik ist 
praktisch unbegrenzt, da unter Zuhilfenahme ionisie- 
render Strahlung, vorzugsweise Gamma-Strahlen, eine 
Vielzahl von Monomeren auf nahezu samtliche bekann- 
15 te Polymersubstrate gepfropft werden kdnnen. Diese 
Technik ist in der Vergangenheit genutzt worden, um 
u. a. auch neue Trager fQr die Immobilisierung von En- 
zymen zu synthetisiereiL So beschreiben Beddows et al. 
Verfahren zur Pfropfung von Hydroxyathyl-methacry- 
20 lat auf Polyathylen (J. Appl. Polymer Sci, 35, 1980, 135) 
sowie Pfropfungen auf Naturgummi (Radiat Phys. 
Chem. 36, 1990, 703). Die Nachteile dieser Verfahren 
und Produkte sind einerseits der Gebrauch von Poly- 
athylen und Gummi als Substrate, die aufgrund ihrer 
25 hydrophoben Eigenschaften auBerst ungunstige Sub- 
strate fur eine Immobilisierung darstellen, andererseits 
sind die beschriebenen Verfahren umstandlich, da das 
gepfropfte Hydroxyathyl-methacrylat fiir die anschlie- 
Bende Kopplung erst zu einer Carboxyl-Funktion hy- 
30 drolysiert werden muB. Die Nachteile von Verfahren 
und Produkten dokurnentieren sich entsprechend in 
ntedrigen Enzym-Aktivitatsraten. 

Eine weitere Strahlenpfropfung ist in der US-Patent- 
schrift 33 22 661 beschrieben. Auch hier werden Poly- 
35 olefine als Substrate verwendet, die, um eine Pfropfung 
zu ermoglichen, im ersten Schritt peroxidiert werden 
miissen. Die dort beschriebenen Produkte sind aufgrund 
der verwendeten Substrate und Monomere vollig unge- 
eignet fur die Immobilisierung irgendwelcher Liganden 
40 oder Biomolekiile. K.. C. Hou beschriebt im US-Patent 
46 63 163 die Synthese von Ionenaustauschergelen 
durch kovalente Bindung synthetischer Polymere auf 
Zellulosederivate. Die beschriebenen Verfahren sind 
recht aufwendig, so werden zur Darstellung bestimmter 
45 lonenaustauscher bis zu acht Einzelschritte unter An- 
wendung hoher Reaktionstemperaturen(80-90°C) be- 
ndtigt. Die bei den Soft-Gelen beschriebenen mechani- 
schen Instabilitaten werden auch bei diesem Verfahren 
nicht beseitigt, da die verWendete Zellulose auch zur 
50 Kategorie der Soft-Gele gehort. Die Moglichkeiten der 
Bindung von Affinitatsliganden sind daruber hinaus bei 
diesem Verfahren nicht gegeben. 

Die Herstellung von Polyurethan-Elastomeren durch 
Pfropfung von Acrylaten auf Polybutadien und anschlie- 
55 Bende Umsetzung mit polyfunktionellen Isocyanaten 
zur Verbesserung der Dehneigenschaften sind im US- 
Patent 42 02 950 beschrieben. Das vorliegende Verfah- 
ren ist sehr aufwendig und bendtigt mehrere Einzelre- 
aktionen. Die Praktikabilitat des Verfahrens wird ferner 
60 durch Verwendung sehr bedenklicher Losungsmittel 
wie Benzol drastisch eingeschrankt. Die Verwendung 
der Produkte bleibt auf den reinen Textilsektor be- 
schrdnkt 

In der DE-OS 38 1 1 042 wird die Pfropfung von Vinyl- 
65 monomeren auf hydroxylgruppenhaltige Substrate zur 
Herstellung von Ionenaustauschern beschrieben Das 
Verfahren bedient sich zur Pfropfinitiierung 
Cer(rV)-Salze. Diese Pfropftechnologie ist auf hydroxyl- 
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gruppenhaltige Substrate beschrankt und beschreibt le- 
diglich die Herstellung von lonenaustauschern. Die Va- 
riationsbreite, so wie sie durch die Strahlenpfropfung 
gegeben ist, bietet diese Technik nicht Im Kanadischen 
Patent 12 23 859 wird die Strahlenpfropfung auf ver- 
schiedene Polymersubstrate beschrieben, die als Trager 
fOr die Affinitats-Chromatographie und Biomolekul-Im- 
mobilisierung geeignet sind Die Kopplung der Biomo- 
lekQle und der mit hydroxyl-, carboxyl- oder amidgrup- 
penhaltigen Monomeren gepfropften Trager wird mit 
den bekannten Kopplungsagentien BrCN, Dicyclohex- 
ylcarbodiimid und Glutaraldehyd bewerkstelligt Die 
Kopplungen mittels BrCN erfordern aufwendige Si- 
cherheitsmaOnahmen und fuhren ferner zu Verknupfun- 
gen, die hydrolyseanfallig sind (J. Lasch und R. K6lsch, 
Eur. J. Biochem., 82, 1978, 101). Das gleiche Problem 
resultiert aus den Glutaraldehyd- Verknupfungen. Beide 
Verfahren sind daher ungeeignet fQr die Kopplung 
hochwirksamer Protein- Liganden, so wie sie beispiels- 
weise in Form von Antikdrpern fur die Immunaffinitats- 
Chromatographie erforderlich sind 

Die Verwendung von Losungsmitteln, die, wie in der 
vorliegenden Erfindung noch zu zeigen ist, einen essen- 
tiellen EinfluB auf den gesamten PfropfprozeB hat, 
bleibt bei diesem Verfahren auf die Verwendung von 
Aceton, Wasser und Athanol beschrankt, ohne irgendei- 
nen funktioneilen Zusammenhang zwischen der Ver- 
wendung der Losungsmittel, der verschiedenen Sub- 
strate und dem Pfropfverfahren herzustellen. Dadurch, 
und aufgrund des Umstandes, daB bei alien fruheren 
Pfropfverfahren lediglich nur eine Vinylmonomerkom- 
ponente verwendet wird, werden fur eine ausreichende 
Pfropfung > 10 Gew.-% hohe Strahlendosen von 1 bis 
10 Mrad notwendig. Diese hohen Dosen fuhren jedoch 
dazu, daB das Substrat durch den strahlenbedingten Ab- 
bau nachhaltig geschadigt wird, d h*. durch die Frag- 
mentierung der Molekiilketten wird die Festigkeit des 
Substrates beeintrachtigt. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind somit 
Tragermedien mit geeigneter mechanischer Stabilitat, 
auf die mittels strahlungsinduzierter Pfropfung Vinyl- 
monomere entsprechender Funktionalitat so aufge- 
bracht werden, daB Affinitats-Liganden und BiomoIekO- 
le in effizienter Weise und hoher Ausbeute an die Ma- 
trix gekoppelt werden konnen. Daruber hinaus wird in 
dem erfindungsgemaBen Verfahren gezeigt, wie durch 
gezielte Auswahl von Monomeren und Comonomeren, 
die in einer speziellen Lttsungsmittelmischung gelost 
sind und simuttan gepfropft werden, der PfropfprozeB 
gegenuber bekannten Verfahren einerseits deutlich ver- 
bessert wird und dem so erzeugten Produkt anderer- 
seits uberraschend neue produktive Eigenschaften ver- 
liehen werden konnen. Die Auswahlkriterien fur Polya- 
mid als Pfropfmatrix sind zum einen die gute mechani- 
sche, chemische und biologische Stabilitat, zum anderen 
sind die Polyamide unter alien herkommlichen Kunst- 
stoffen die Materialien mit den ausgepragtesten hydro- 
philen Eigenschaften. Dieser Parameter ist von ent- 
scheidender Bedeutung,da bei der Affinitats-Chromato- 
graphie unspezifische Adsorptionen unbedingt minimal 
sein miissen. Fur die Pfropfung iassen sich prinzipieil 
samtliche Polyamid-Typen, vorzugsweise jedoch Polya- 
mid 6 und 66, verwenden. 

Neben den erwahnten Eigenschaften kann Qberra- 
schenderweise die G las tempera tur der Polyamide, die 
zwischen 50 und 75°C liegt, und sich grundsatzlich von 
der der Polyolefine und anderer Polymere unterschei- 
det, dazu genutzt werden, das Pfropfverfahren zu opti- 



mieren und das gepfropfte Produkt entsprechend den 
Anforderungen fQr die Immobilisierung zu verbessern. 
Polyamid, so wie es bei fruheren Pfropfungen verwen- 
det wurde, sowie die anderen erwahnten Pfropfsubstra- 
5 te weisen in der Regel eine hohe Kristallinitat — bis zu 
80% — auf. Nun ist bekannt, daB die Pfropfung prak- 
tisch ausschlieBlich in den amorphen Bereichen der 
Polymersubstrate stattfindet und erst mit zunehmender 
Pfropfung die kristallinen Bereiche auf Kosten der 

to amorphen abgebaut werden. Die Verwendung amor- 
pher Substrate hat jedoch gegenOber den partiell kri- 
stallinen Polymeren den Vorteil, daB die Diffusion der 
Monomeren, die der geschwindigkeitsbestimmende 
Schritt bei alien Pfropfprozessen ist, durch die Beseiti- 

15 gung der kristallinen Bereiche und die dadurch bedingte 
Strukturauflockerung drastisch beschleunigt wird. Par- 
allel mit der Strukturauflockerung geht auch die Zunah- 
me der Porositat, so daB hierdurch uberraschenderwei- 
se ein synergetischer Effekt erzielt wird dergestalt, daB 

20 sowohl der PfropfprozeB als auch die Bindungskapazi- 
tat des Tragers im Sinne des oben dargelegten Zusam- 
menhanges zwischen Porositat und Liganden- Bindungs- 
kapazitat positiv beeinfluBt wird 
Da die Glastemperaturen der Polyamide deutlich 

25 oberhalb der Raumtemperatur (50— 75° C) liegen, ist es 
im Gegensatz zu den friiher benutzten Polymersubstra- 
ten wie PVC, Polyvinylidenfluorid Polystyrol, PTFE etc. 
moglich, durch einfaches Aufschmelzen des Polyamides 
und anschlieBendes Abkuhlen ein vollstandig amorphes 

30 Produkt zu erhalten. Die Herstellung der amorphen 
Polyamide geschieht Qblicherweise durch Aufheizen des 
Polymeren oberhalb des Schmelzpunktes, vorzugsweise 
in einer hochsiedenden, inerten FlQssigkeit, und soforti- 
ges Abkilhlen in Eiswasser oder einer Trockeneismi- 

35 schung. Als Aufschmelzmedien haben sich hochsieden- 
de Flussigkeiten wie Paraffin<>l, Silikonol oder Glycerin 
bewahrt Beim Abkuhlvorgang muB gew§hrleistet sein, 
daB die Abkuhlgeschwindigkeit sehr viel grdBer ist als 
die Rekristallisationsgeschwindigkeit, urn so den amor- 

40 phen Zustand quasi einzufrieren. Neben der Verfah- 
rens- und Produktverbesserung im Hinblick auf erhdhte 
Porositat und Pfropfausbeuten durch die Verwendung 
amorpher Polymere, kann dartlber hinaus gezeigt wer- 
den, daB die Pfropfung durch die Zugabe von 035 bis 8 

45 Vol.-% eines nicht reaktiven Monomeren, d. h. eines 
Monomeren mit nicht kupplungsfahigen Seitengruppen 
wie z. B. N-Vinylpyrrolidon, Acrylamid Methacrylamid 
Mateinsaureanhydrid, Allylharnstoff (letztere vier Kom- 
ponenten als 20%ige waBrige Ldsungen) zu der Pfropf- 

50 mischung, die Pfropfeffizienz gegenuber herkommli- 
chen Verfahren, die nur eine Monomerenkomponente 
verwenden, urn den Faktor 100 gesteigert werden kann. 
So werden z. B. in der oben zitierten Kanadischen Pa- 
ten tschrift 12 23 859 Hydroxyathyl-methacrylat mittels 

55 einer Strahlendosis von 9 Mrad unter Vakuum ge- 
pfropft Das erfindungsgemaBe Verfahren benotigt da- 
gegen lediglich Strahlendosen zwischen 0,1 und 0,2 
Mrad unter Normal luftbedingungen. Diese Verbesse- 
rung der St rah 1 en ausbeute wird dadurch ermdglicht, 

60 daB durch die Zugabe von nicht reaktiven Comonome- 
ren die Verteilung der Monomeren in der Pfropfphase 
verbessert wird und so der PfropfprozeB beschleunigt 
wird. Bei der Verwendung von nur einer Monomerkom- 
ponente kommt es haufig in der Pfropfphase zu einer 

65 ungunstigen Verteilung der Vinylmonomeren, woraus 
erhdhte Homopolymerisation oder Kettenabbruch re- 
sultiert. 

Wahrend bei herkOmmlichen Pfropfverfahren in der 



DE 41 29 901 Al 



Rcgel nur eine Vinylkomponente verwendet wird, so 
bleibt auch die Verwendung von Losungsmitteln bei den 
bisherigen Pfropfungen auf einige wenige empirisch 
ausgesuchte Losungsmittel beschrankt, wobei in der Re- 
gel nur eine Komponente pro Pfropfansatz verwendet 
wird (A. A, Armstrong und H. A. Rutherford, Text Res. 
J. 33. 1963, 264; A. K. Mukherje und B. D. Gupta, J. AppL 
Polymer Sci„ 30, 1985, 2655; P. L. Nayak et aL Angew. 
Makromol. Chemie, 1 61 , 1988, 9; Can. Patent 1 2 23 859). 

Lediglich in der CIP-Application, USA, SN 07 150 417 
wird erstmals ein funktioneller Zusammenhang zwi- 
schen der Verwendung bestimmter Losungsmittel und 
dem Polymersubstrat durch die Verwendung des Los- 
lichkeitsparameter- Konzeptes hergestellt Die Anwen- 
dung der Loslichkeitsparameter wird jedoch in der zi- 
tierten Arbeit rein qualitativ und empirisch behandelt 
Es werden keine Angaben dariiber gemacht, welche 
Loslichkeitsparameterwerte ftir welches Polymer opti- 
mal sind. 

In der vorliegenden Arbeit kann nun gezeigt werden, 
daQ durch die Verwendung solcher Losungsmittel, die 
einen Loslichkeitsparameter von 9 bis 15 (cal/cm" 3 ) 1 ' 2 
(Quelle Polymer Handbook, Hrsg. Brandrup, Immergut, 
3. Auflage, 1989) aufweisen, die Pfropfung gegenuber 
fruheren Verfahren verbessert werden kann. Diese 
Werte liegen im gleichen Bereich wie die Loslichkeits- 
parameter far das Pfropfsubstrat Polyamid (13,5 bis 15 
(cal/cm*~ 3 ) ,/2 ). Durch die Ahnlichkeit der energetischen. 
Eigenschaften des Losungsmittels mit denen des Poly- 
meren wird die Quellung des Polymersubstrates beson- 
ders gefordert und die Diffusion der Monomeren in das 
Substratinnere entsprechend beschleunigt Losungsmit- 
tel mit den bezeichneten Eigenschaften, die vorzugswei- 
se fur die Pfropfung verwendet werden kdnnen, sind 
z.B. Chloroform, Benzylalkohoi. Furan, Chlorbenzol, 
Dioxan, Aceton, Isobutyialkohol, Tetrahydrofuran, 
Athylacetat, Dimethylsulfoxid, Dimethylformamid, Me- 
thylacetamid, Piperidin, Methanol, Pyrrolidon, Propylal- 
kohol. Diese Losungsmittel werden in der Regel als bi- 
nare, ternare oder quarternare Mischungen im Pfropf- 
ansatz verwendet. Die Mengen der zugesetzten L6- 
sungsmittel betragt in der Regel zwischen 50 und 80 
Vol.-%, vorzugsweise zwischen 65 und 75 Vol.-%, wobei 
die Konzentrationen der einzelnen Komponenten zwi- 
schen 4 und 38 Vol.-% betragen. Eine besonders deutli- 
che Verbesserung des Pfropfprozesses wird jedoch 
Qberraschenderweise erst dadurch ermoglicht, daB ne- 
ben den Losungsmittel der oben beschriebenen Art zu- 
satzlich solche Ldsungsmitte! verwendet werden, die 
Qber hohe Wasserstoff-Bindungs- Parameter von > 9 
(cal/cm" 3 ) l/2 verfugen (Quelle K. L. Hoy, Tables of So- 
lubility Parameters, Union Carbide Corp, South Charle- 
ston, USA, 1969) und in der Pfropfmischung in einer 
Konzentration von 1 bis 10 Vol.-%, vorzugsweise 3 bis 6 
Vol.-%, vorliegen. Der uberraschende Effekt dieser Lo- 
sungsmittel begrundet sich daraus, daB die stark ausge- 
pr&gten intermolekularen Wasserstoff-BrQckenbindun- 
gen des Polyamids aufgebrochen werden und durch die 
Auflockerung der Mikrostruktur die Diffusion der Mo- 
nomeren begunstigt wird. Erst die Zugabe von Losungs- 
mitteln mit diesen Wasserstoff-Bindungs- Parametern 
ermoglicht einen synergetischen Effekt, derart, daB zum 
einen der PfropfprozeB deutlich begunstigt wird, zum 
anderen die Zuganglichkeit des polymeren Tragers filr 
die Bindung der Bioliganden erhoht wird. Die Verwen- 
dung dieser Losungsmittel macht dariiber hinaus eine 
andere MaBnahme uberflussig, die in der CIP-Applica- 
tion SN 07 150417 beschrieben wird, namlich die Ver- 



wendung von Dialkylaminoathyl-(meth)acrylaten, die, 
als Comonomere in das Pfropf copolymer eingefuhrt, 
aufgrund ihrer Ladung zur Auflockerung der Kolloid- 
struktur des polymeren Tragers beitragen sollen. Dieses 

5 Verfahren fOhrt jedoch insofern zu einem sehr nachteil- 
igen Effekt, als infolge der Ladungen das Polymere qua- 
si lonenaustauscher-ahnliche Eigenschaften erhalt mit 
ausgepragter Neigung zur Protein- Adsorption. Dieser 
Effekt ist jedoch bei Affinitatstragern hochst uner- 

io wunscht, da unspezifische Proteinadsorptionen hierbei 
moglichst minimal sein mOssen. Losungsmittel mit den 
oben beschriebenen Wasserstoff-Bindungseigenschaf- 
ten sind z. B. Ameisensaure, Trichloressigsaure, Essig- 
saure, 1,4-Butandiol, Athylencyanhydrin, Hydrazin, Mo- 

15 noathanolamin, 13-Propandiol, 1,5-Pentandiol. Zur Ver- 
besserung speziell der mechanischen Eigenschaften der 
Polymertrager kdnnen Dt- und Triacrylate wie z. B. 
Athylenglykol-dimethacrylat, Triathylenglykol-dime- 
thacrylat, Trimethylolpropan-triacrylat, N.N'-Methylen- 

20 bisacrylamid, Athylenglycol-diacrylat simultan mit den 
bisher beschriebenen Monomeren und Comonomeren 
gepfropft werden. Es kommt dadurch zur Vernetzung 
der Matrix, die Qberraschenderweise deutlich zur Ver- 
besserung der Rigiditat des Tragers beitragt Durch ge- 

25 zielte Wahl der Konzentration der Vernetzer-Monome- 
re werden die sonstigen gunstigen Eigenschaften des 
Tragers im Hinblick auf die Liganden-Bindungskapazi- 
tat praktisch nicht negativ beeinfluBt Dieser Umstand 
eroffnet den erfindungsgemaBen Produkten erweiterte 

30 Anwendungsmoglichkeiten. In diesem Zusammenhang 
sei vor allem die technische Chromatographic genannt, 
die aufgrund der ben&tigten groBen Gelvolumina auf 
unbedingt mechanisch stabile Medien angewiesen ist 
Die erfindungsgemaBen Matrizes erfullen diese Forde- 

35 rungen vollstandig. 

AuBer organischen Losungsmitteln kann Qberra- 
schenderweise auch mit waBrigen Metallsalzlosungen, 
in denen die Monomeren und Comonomeren gelost 
sind, ein a hn lie her synergetischer Pfropf effekt wie oben 

40 erzielt werden. Dieser uberraschende Effekt erklart sich 
aus der Tatsache, daB Wasser einen sehr hohen H-Bin- 
dungs- Parameter aufweist (24 (cal/cm -3 ) 1 ' 2 ), der somit 
praktisch analoge Eigenschaften auf die Pfropfung aus- 
Qbt wie die oben beschriebenen Ldsungsmittelgemi- 

45 sche. Die Metallsalze werden durchweg als 0,002- bis 
0,2molare waBrige Losungen eingesetzt Die Konzen- 
tration der Metal Isalzlosung in der Pfropfmischung be- 
tragt in der Regel 55 bis 80 VoL-%. Als Metallsalze 
kommen z. B. Cu(H)-Salze, Fe(II)- oder Fe(IH)-Salze so- 

50 wie Mohr'sches Salz zur Anwendung. Es ist sett langem 
bekannt, daB Salze der angegebenen Art vielfach in der 
Pf ropftechnik eingesetzt werden, urn Homopolymerisa- 
tion wahrend des Pfropfvorganges zu unterdrucken. Bei 
dem erfindungsgemaBen Verfahren wird jedoch ge- 

55 zeigt, daB der synergetische Effekt, den die waBrige Me- 
tallsalzldsung ausubt, Qberraschenderweise nur in Ge- 
genwart von mindestens einer Comonomerenkompo- 
nente, die allgemein 1 bis 12 Vol.-%, vorzugsweise 3 bis 
7 Vol.-%, im Pfropfansatz ausmacht, zum Tragen 

eo kommt 

Urn zu solchen Trager zu gelangen, an die Affinitats- 
Liganden oder BiomolekQle in Form von Peptiden, Pro- 
teinen, Antikorpern, Enzymen, Oligosacchariden sowie 
Poly- oder Oligonukleotiden kovalent gebunden wer- 
65 den kdnnen, werden bevorzugt hydroxyl-, epoxy-, car- 
boxy 1-, isocyanat- oder aldehydgruppenhaltige Mono- 
mere wie z. B. 2-Hydroxyathylmethacrylat, Acrylsaure, 
Methacrylsaure, 2-Isocyanatoathyl methacrylat, Aero- 
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lein, N-Methylolacrylamid, N-Acryloyl-2-amino-2-hy- 
droxymethyl-U-propandiol aus den oben beschriebe- 
nen Losungen gepfropft Die hydroxylhaltigen Polyme- 
re konnen nach den bekannten Methoden mittels Tre- 
sylchlorid, Tosylchlorid 2-FluoM-methyl-pyridinium- 5 
toluol-4-sulfonat Cyanurchlorid, IJ'-Carbonyldiimida- 
zol, p-Nitrophenylchlorocarbonat z, B. aktiviert werden. 
Die carboxyigruppenhaitigen Trager konnen entspre- 
chend mittels 1 -Hydroxy-benzotrial, N-Hydroxysuccini- 
mid, Dicyclohexylcarbodiimid oder dessen Derivate 10 
nach den bekannten Methoden aktiviert und fQr die 
Kopplung genutzt werden (Methods in Enzymology, 
Vol. 135, Part B). Aufgrund der deutiich gesteigerten 
Pfropfeffizienz des erfindungsgemaBen Verfahrens ge- 
genUber friiheren Techniken kann die Konzent ration t5 
der Monomeren im Pfropfansatz niedrig gehalten wer- 
den. Sie liegt in der Regel zwischen 15 und 40 Vol.-%, 
eine gegenuber den ublicherweise verwendeten Kon- 
zentrationen von 50 bis 80 Vol.-% relativ niedriger 
Wert 20 

Mit den erfindungsgemaBen Produkten lassen sich 
praktisch samtliche heute in der Affinitats-Chromato- 
graphie gebrauchlichen Liganden koppeln. Mit Hilfe 
der neuen Trager konnen dementsprechend Biomoleku- 
le wie Antikdrper, Enzyme, Blutfaktoren, NukJeinsauren 25 
oder Glycoproteine fraktioniert werden. Der Vorteil 
der erfindungsgemaBen Trager gegenuber herkommli- 
chen Medien besteht darin, daB neben der strukturbe- 
dingten Kapazitatssteigerung auch gleichzeitig die 
Konformation hochmolekularer Liganden aufgrund der 30 
als Spacer fungierenden gepfropften Molekulketten 
praserviert wird, ein Umstand, der vor allem fur die 
Immunaffinitats-Chromatographie genutzt werden 
kann, da in diesem Falle spezifische Antikorper als Affi- 
nities- Liganden gekoppelt werden. Im folgenden wird 35 
die Erfindung anhand einiger Beispiele naher erlautert. 

Beispiel 1 

10 g Polyamid-6-PuIver mit einer durchschnittlichen 40 
TeilchengroBe von 100 u.m werden in 50 ml Silikonol 
suspendiert und auf 230° C aufgeheizt und bei dieser 
Temperatur 1 Min. belassen. Danach wird die Suspen- 
sion in eine Aceton-Trockeneis-Mischung rasch einge- 
riihrt. Das gewonnene amorphe Produkt wird abfiltriert, 45 
mit Aceton und Methanol nachgewaschen und im Ol- 
pumpen- Vakuum getrocknet 1 g dieses Produktes wird 
mit 2,5 ml 2-Hydroxyathylmethacrylat, 0,1 ml 20%iger 
Methacrylamid Losung und 5 ml einer 0,005molaren 
Mohrsalz-Losung versetzt und anschlieBend in einer 50 
Gamma-Strahlenquelle mit 0,15 Mrad bestrahit. Die 
Dosis betragt 0,05 Mrad/Stdn. Das gepfropfte Material 
wird anschlieBend abgesaugt und mehrfach mit Metha- 
nol und Dimethylformamid nachgewaschen bis das Fil- 
trat frei von jeglichen Reaktionsprodukten ist Das Pro- 55 
dukt wird im Vakuum getrocknet. Es resultiert eine 
Pfropfausbeute von 95 Gew.-% 0,5 g des Pfropfcopoly- 
meren werden mit 5 ml 1 N NaOH und 3 ml Epichlorhy- 
drin versetzt und unter standigem Ruhren fur zwei Stdn. 
bei 55° C umgesetzt Das aktivierte Polymer enthalt ge- 60 
mSB Titration mit Na2S203 (L. Sundberg und J. Porath. J. 
Chromatogr. 90, 1974, 89) 850nMol/g Oxirangruppen. 
5 mg Streptavidin, geldst in 5 ml 1 N It- Phosphat- Puffer, 
werden mit dem aktivierten Trager fur 24 Stdn. bei 
Raumtemperatur inkubiert. Das mehrfach abwechselnd 65 
mit 0,5 N K-Phosphat-Puffer/ 0,1% Tween, pH 7,5, und 
PBS- Puffer, pH 72, gewaschene Produkt wird anschlie- 
Bend mit 5 mg biotinyliertem Schaf-Antikdrper, geldst 
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in 2 ml PBS-Puffer, fur lOMinuten inkubiert Der ge- 
samte Antikorper wird dabei von dem Harz gebunden. 

Beispiel 2 

1 g amorphes Polyamid-Pulver, gemaB Beispiel 1. 
wird mit 2 ml Glycidyl-methacrylat, 0,2 ml N-Vinylpyr- 
rolidon, 0,08 ml Athylenglykol-dimethacrylat, 0J5 ml Di- 
methylformamid, 4 ml Athylacetat und 4 ml Methanol 
versetzt und 2 Stdn. mit einer Strahlendosis von 0,06 
Mrad/Stdn. bestrahit Das Reaktionsprodukt wird ana- 
log Beispiel 1 gewaschen und getrocknet Die Pfropf- 
ausbeute betragt 1 1 1 Gew.-%. An diesen Trager kdnnen 
Liganden mit Mercaptyl-, Carboxyl-, Hydroxyl- und 
Aminogruppen nach den bekannten Verfahren direkt 
gekoppelt werden. 

Beispiel 3 

0.5 g gepfropfter Trager, gemaB Beispiel 2, wird mit 
5 ml 1 M Hexamethylendiamin Losung, pH 12,0, 12 Stdn. 
bei 40 C C umgesetzt Das Reaktionsprodukt wird abge- 
saugt und mehrfach mit Wasser nachgewaschen. 5 ml 
0,1 M Na-Phosphat-Puffer-Ldsung, pH 7,2, die 10% 
Glutaraldehyd enthalt, werden sodann fur 4 Stda bei 
30° C mit dem Trager inkubiert Das gewonnene Pro- 
dukt wird abgesaugt und mit Wasser und Na-Phosphat- 
Puffer nachgewaschen, bis das Filtrat frei von Aldehyd 
ist 4 ml 0,025 M NaCNBH 3 enthaltender PBS-Puffer, 
pH 7,2, in dem 7,5 mg anti-HGH IgG geldst sind, wird 
fur 10 Stdn. bei Raumtemperatur mit dem aktivierten 
Trager inkubiert Es werden 6,8 mg IgG gebunden. 

Beispiel 4 

1 g Polyamid-66-Pulver mit einer mittleren Teilchen- 
grdBe von 20 um wird mit 3 ml 2-Hydroxyathyl-metha- 
crylat, 0,24 ml N-Vinylpyrrolidon, 0,3 g Trichloressigs- 
aure, 4 ml Furan und 3,5 ml Methanol versetzt und 4 
Stdn. mit einer Strahlendosis von 0,04 Mrad/Stdn. be- 
strahit Nach Waschen und Trocknen gemaB Beispiel 1 
ergibt sich eine Pfropfausbeute von 118 Gew.-%. Das 
Produkt wird analog Beispiel 1 mit Epichlorhydrin in 1 
N NaOH aktiviert. Der Oxirangehalt betragt 
1030uMol/g. 

Beispiel 5 

1 g Polyamid-6-Pulver, mittlere TeilchengroBe 
100 jim, wird mit 2,5 ml Hydroxyathylmethacrylat, 
035 ml N-Vinylpyrrolidon, 0,24 ml 20%ige waBrige 
Acrylamid-Losung und 5 ml 0.005 M Cu(II)sulfat- Lo- 
sung versetzt und eine Stunde mit 0,12 Mrad bestrahit 
Es resultiert eine Pfropfausbeute von 88 Gew.-%. 0,5 g 
des im Vakuum getrockneten Produktes wird mit 5 ml 
absolutem Aceton, das 2 g Tosylchlorid und 0,01 M Ath- 
anolamin enthalt, versetzt und 30 Min. bei 25° C gertthrt 
Das Reaktionsprodukt wird abgesaugt und so lange mit 
Aceton nachgewaschen, bis das Filtrat frei von Tosyl- 
chlorid ist Danach wird mit Wasser und PBS-Puffer, pH 
IX mehrfach nachgewaschen. Der aktivierte Trager 
wird mit 10 mg anti-Insulin IgG, geldst in 3 ml 0,2 M 
HEPES-HCI-Puffer, pH 73, versetzt und 12 Stdn. bei 
4°C geruhrt Danach wird abgesaugt und mehrfach mit 
HEPES-Puffer nachgewaschen. Eine Losung von 3 mg 
Human-Insulin, gel6st in 3 ml PBS-Puffer, pH 12, wird 
fOr 5 Min. mit dem Affinitatstrager inkubiert Es werden 
03 mg Insulin gebunden. 
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Beispiel 6 

0,25 g des mit Glycidyl-methacrylat gepfropften Tr3- 
gers, gemaB Beispiel 2, werden mit 1,5 ml Mercaptopro- 
pionsaure versetzt und unter Schutteln 10 Stdn. bei 5 
35° C umgesetzt Das Reaktionsprodukt wird abgesaugt 
und mehrfach mit Wasser bis zur absoluten Reinheit des 
Filtrates gewaschen. Das carboxylgruppenhaltige Pro- 
dukt wird zunachst mehrfach mit Tetrahydrofuran ge- 
waschen und anschliefiend mit 5 ml Tetrahydrofuran, in 10 
dem 322 mg Dicyclohexylcarbodiimid und 147 mg l-Hy- 
droxy-benzotriazol geldst sind, versetzt und ftir 2 Stdn. 
bei 25° C aktiviert Das Reaktionsprodukt wird abge- 
saugt und mehrfach bis zur Reinheit des Filtrates mit 
Tetrahydrofuran nachgewaschen. Nach 20stundiger In- 15 
kubation einer 3 ml PBS- Puffer- Losung, pH 7,2. die 
1,5 x 10-5 M J 125 radioaktiv markiertes Rinder-Albumin 
enthait, werden 85% Protein gebunden. 

Beispiel 7 20 

0,5 g gemaB Beispiel 4 gepfropfter und aktivierter 
Trager werden mit 3 ml I N K-Phosphat-Puffer, pH 7,5, 
in dem 5 mg Concanavalin A gelost sind, versetzt und 
fur 25 Stdn. bei Raumtemperatur geschtittelt Der Tra- 25 
ger bindet 3,2 mg Concanavalin A und kann direkt zur 
Auftrennung von Glycoproteinen nach den bekannten 
Verfahren eingesetzt werden. 

Beispiel 8 30 

03 g epoxy-aktiviertes Polyamid-Pulver, gemaB Bei- 
spiel I, wird mit 3 ml 1 M K-Phosphat- Puffer, der 10 mg 
anti-Human-Serum-Albumin IgG enthait versetzt und 
bei 20° C fur 25 Stdn. geschttttelt. Es werden 3,1 mg IgG 35 
gebunden. 

Beispiel 9 

0^ g Glycidyl-methacrylat gepfropfter Trager, gemaB 40 
Beispiel 2, wird mit 0,5 g Adipinsauredihydrazid, gelost 
in 5 ml 0,2 M Bicarbonat- Puffer, pH 9,5, 20 Stdn. bei 
40° C umgesetzt. Das Produkt wird anschlieBend abge- 
saugt und bis zur Reinheit des Filtrates mit Wasser 
nachgewaschen. Danach werden 2 ml 0,4 M Mercapto- 45 
athanol- Losung fur 10 Stdn. bei 25°C inkubiert, urn rest- 
liche Oxirangruppen zu blockieren. Es wird abgesaugt 
und mehrfach mit Wasser nachgewaschen. Es entsteht 
ein Hydrazid-Trager, an den aldehydgruppenhaltige Li- 
ganden nach den bekannten Methoden durch einfaches 50 
lnkubieren gebunden werden konnen. 

Beispiel 10 

13 g Potyamid 12, mittlere TeilchengroBe 100 u.m, 55 
wird mit 5 ml 2-Hydroxyathyl-methacrylat 1 ml N-Vi- 
nylpyrrolidon, 0,1 ml Trimethylolpropan-trimethacrylat, 
7 ml 1,4 Dioxan und 5 ml Methanol versetzt und 2 Stun- 
den mit einer Dosis von 0,08 Mrad/Stdn. bestrahlt. Es 
fallt eine Pfropfausbeute von 69 Gew.-% an. 60 

Beispiel 1 1 

10 g Polyamid 12, mittlere TeilchengroBe 70 urn, wird 
mit 15 ml 2-Hydroxyathyl-methacrylat, 6 ml 20%ige 65 
waBrige Acrylamid-Ldsung, 1 ml !%ige waflrige 
N.N'-Methylen-bisacrylamid-Ldsung, 3 ml Dimethyl- 
sulfoxid, 10 ml Methanol und 10 ml Pyrrolidon versetzt 
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und 5Stunden mit einer Gesamtdosis von 0,17 Mrad 
bestrahlt Es resultiert eine Pfropfausbeute von 91 
Gew.-%. 

Beispiel 12 

1 g amorphes Polyamid-6-Pulver, gemaB Beispiel 1, 
wird mit 3 ml Glycidyl-methacrylat, 0J5 ml N-Vinylpyr- 
rolidon, 0,5 ml Trimethylolpropan-trimethacrylat, 0.5 ml 
Ameisensaure, 1 ml Formamid, 5,2 ml Methanol und 
6,4 ml N-Methylacetamid, das zuvor kurz aufgeschmol- 
zen wurde, versetzt und tiber einen Zeitraum von 3 Stdn. 
mit 0,05 Mrad/Stdn. bestrahlt Es resultiert eine Pfropf- 
ausbeute von 94 Gew.-%. 

Beispiel 13 

6g Polyamid- 12-Pulver, mittlere TeilchengrdBe 
70 urn, wird mit 10 ml 2-Hydroxyathyl-methacrylat 2 ml 
waBrige 20%ige Acrylamid-Ldsung, 02 ml Athylengly- 
kol-dimethacrylat 1 ml Athylformamid, 12 ml Methanol 
und \2J5m\ Tetrahydrofuran versetzt und 20Stunden 
mit einer Strahlendosis von 0,009 Mrad/Stda bestrahlt 
Nach den Qblichen Wasch- und Trockenvorgangen re- 
sultiert eine Pfropfausbeute von 74 Gew.-%. 

Beispiel 14 

1 g amorphes Polyamid-Pulver, gemaB Beispiel 1, 
wird mit 3 ml Acrolein, 0,1 ml N-Vinylpyrrolidon, 4 ml 
Dimethylsulfoxid und 1 ml Dioxan versetzt und Qber 
einen Zeitraum von 20 Min. mit einer Strahlendosis von 
0,26 Mrad/Stda bestrahlt Es resultiert eine Pfropfaus- 
beute von 18 Gew.-%. 

Beispiel 15 

1 g amorphes Polyamid-Pulver, gemaB Beispiel 1, 
wird mit 5 ml 0,05 M Cu( II)- sulf at- Losung, die 20 Vol.-% 
Acrylsaure und 10 Vol% einer 20%igen waBrigen Acry- 
lamid-Losung enthait, versetzt und 10 Stdn. mit einer 
Strahlendosis von 0,02 Mrad/Stdn. bestrahlt Die Pfropf- 
ausbeute betragt 1 6 Gew.-%. 

Beispiel 16 

1 g amorphes Polyamid-Pulver, gemaB Beispiel 1, 
wird mit 5 ml 0,05 M Cu(Il)-sulfat-Ldsung, die 20 
Gew.-% Maleinsaureanhydrid und 20 Vol.-% Acrylsau- 
re enthait versetzt und 10 Stdn. mit einer Dosis von 0,02 
Mrad/Stdn. bestrahlt Die Pfropfausbeute betragt 20 
Gew.-%. 

Beispiel 1 7 

1 g Polyamid-6-Pulver, mittlere TeilchengrdBe 
100 urn, wird mit 3 ml 2-Hydroxyathyl-methacrylat, 1 ml 
2-Isocyanatoathyl-methacrylat 0,2 ml N-Vinyt pyrroli- 
don, 4^5 ml Methanol, 5,5 ml Chloroform und 2 ml Tetra- 
hydrofuran versetzt und 3 Stunden mit einer Strahlen- 
dosis von 0,08 Mrad/Stdn. bestrahlt Es resultiert eine 
Pfropfausbeute von 22 Gew.-%. 

PatentansprQche 

1. Affinitatstrager auf der Basis von Polyamiden, 
auf die Polymere aufgepfropft sind, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die gepfropften Polymeren zu 



DE 41 29 

11 

70 bis 98% aus Vinylmonomeren mit funktionellen 
kupplungsfahigen Seitengruppen der allgemeinen 
Forme! I 

C H 2 =CR' — C — X (I) 5 



worm R» H oder CH 3 . X -OH, -(CH 2 )2-6-OH, I0 

— NHOH, 

— CH 2 — CH — CH 2 

O 15 

oder — CH2CH2-NCO bedeuten kann, und zu 2 
bis 30% aus Comonomeren mit nicht kupplungsfa- 
higen Gruppen bestehen. 

2. Affinitatstrager gemaB Anspruch 1, dadurch ge- 20 
kennzeichnet, daB die Comonomeren N-Vinylpyr- 
rolidon, Acrylamid Methacrylamid Maleinsaure- 
anhydrid oder Allylharnstoff oder Mischungen der- 
selben sind. 

3. AffinitatstrSger auf der Basis von Polyamiden, 25 
dadurch gekennzeichnet, daB die Pfropfcopolyme- 
ren gemaB Anspruch 1 zu 0,05 bis 5% mit Vinylmo- 
nomeren, die mindestens zwei reaktive.Vinyl-Funk- 
tionen enthalten, vernetzt sind 

4. Affinitatstrager gemaB Anspruch 1, dadurch ge- 30 
kennzeichnet, daB das Vinylmonomere Acrolein ist. 

5. Affinitatstrager gemaB AnsprOchen 1 und 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Pfropfcopolymere 
eine durch Reaktion eines oxirangruppentragen- 
den Pfropfcopolymeren mit einem Diamin erzeug- 35 
te Aminogruppe enthalt 

6. Verfahren zur Herstellung von Affinitatstragern, 
dadurch gekennzeichnet, daB kupplungsfahige sei- 
tengruppentragende Vinylmonomere der allgemei- 
nen Formel (I), die in einem organischen Medium 40 
geldst sind, in Gegenwart mindestens einer nicht 
kupplungsfahigen Seitengruppen tragenden Co- 
monomeren-Komponente durch Bestrahlen mit 
Gamma- oder sonstigen ionisierenden Strahlen auf 
ein Polyamidsubstrat mit mikropartikularer Flach- 45 
membran-, Hohlfaser- oder Tube-Geometrie auf- 
gepfropft werden. 

7. Verfahren zur Herstellung von Affinitatstragern 
gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Pf ropf ung in einer Losung, die 0,05 bis 5 Vol.-% 50 
eines Di- oder Triacrylates oder eines Di- oder Tri- 
methacrylates enthalt, durchgefOhrt wird 

8. Verfahren zur Herstellung von Affinitatstragern, 
dadurch gekennzeichnet, daB mikropartikulares, 
amorphes Polyamid, erhaltlich durch Aufschmelzen 55 
des Polyamids in einer inerten, das Polyamid nicht 
losenden, hochsiedenden FlOssigkeit und anschlie- 
Bendes AbkOhlen in einem Kaltebad, gemaB An- 
sprOchen 6 und 7 gepfropft wird. 

9. Verfahren zur Herstellung eines AffinitStstragers «> 
gemaB AnsprOchen 6 bis 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Polyamid zuerst mit Gamma-Strahlen 
vorbestrahlt wird und anschlieBend mit der Pfropf- 
losung in Kontakt gebracht wird. 

10. Verfahren zur Herstellung von Affinitatstragern w 
gemaB AnsprOchen 6 bis 9, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Pf ropflosung 1 5 bis 40 Vol.-% Vinylmo- 
nomere enthalt 
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11. Verfahren zur Herstellung von Affinitatstragern 
gemaB AnsprOchen 6 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Pf ropf ung in einer organischen Phase, 
die zu 55 bis 80 VoL-% aus einer binaren, terndren 
oder quaternaren Mischung solcher organischen 
Losungsmittel besteht, deren Ldslichkeitsparame- 
ter zwtschen 9 und 15 (cal/cm" 3 ) ,/2 liegt, durchge- 
fOhrt wird, wobei eine Komponente zwischen 4 und 
38 VoL-% ausmacht, durchgefuhrt wird 

1 2. Verfahren zur Herstellung von Affinitatstragern 
gemaB AnsprOchen 6 bis 11, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Pfropfiosung 035 bis 8 VoL-% Como- 
nomere in Form von N-Vinylpyrrolidon oder waB- 
rigen Acrylamid-, Methacrylamid-, Allylharnstoff- 
oder Maleinsaureanhydrid-Losungen oder Mi- 
schungen derselben enthalt 

13. Verfahren zur Herstellung von Affinitatstragern 
. gemaB AnsprOchen 6 bis 12, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Pfropfung in einer Losung, die 2 bis 12 
Gew.-% Trichloressigsaure enthalt, durchgefuhrt 
wird 

14. Verfahren zur Herstellung von Affinitatstragern 
auf der Basis von Polyamiden, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Pfropfung wasserlGslicher Mono- 
mere gemaB Formel (1) in einer Mischung, die 55 bis 
80 Vol.-% einer waBrigen 0,001- bis O^molaren 
Metallsalzlosung enthalt, in Gegenwart von 1 bis 12 
VoL-% mindestens einer Comonomeren- Kompo- 
nente gemaB Anspruch 12 durchgefuhrt wird. 

1 5. Verfahren zur Herstellung von Affinitatstragern 
gemaB AnsprOchen 6 bis 13, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Pfropfung in einer Losung, die 1 bis 12 
VoL-% eines Losungsmittels mit einem Wasser- 
stoff-Bindungs-Parameter > 9 (cal/cm~ 3 ) ,/2 ent- 
halt, durchgefuhrt wird 

16. Verfahren zur Herstellung von Affinitatstragern 
mit Aminoseitengruppen, dadurch gekennzeichnet, 
daB die oxirangruppenhaltigen Pfropfcopolymeren 
nach AnsprOchen 1 bis 13 und 15 mit einem Diamin 
aus waBriger Phase umgesetzt wird 

1 7. Verfahren zur Herstellung von Affinitatstragern 
nach AnsprOchen 1 bis 13 und 15. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die oxirangruppenhaltigen Pfropfco- 
polymere mit Polyethylenglykolen einer Molmasse 
von 1 00 bis 3000 umgesetzt werden. 

1 8. Verfahren zur Herstellung aldehydgruppenhal- 
tiger Affinitatstrager, dadurch gekennzeichnet, daB 
die oxirangruppenhaltigen Pfropfcopolymere nach 
AnsprOchen 1 bis 13 und 15 mit Mineralsauren hy- 
drolysiert werden, und die enstandenen viccinalen 
Hydroxyl-Gruppen mit Perjodaten zu Aldehyd- 
funktionen oxidiert werden. 

19. Verwendung der Affinitatstrager gemaB An- 
sprOchen 1 bis 5 zur Fraktionierung von Biopoly- 
meren. 
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